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Резюме. Была исследована активность трипсиноподобных и цистеиновых протеиназ и их эндогенных
ингибиторов в экстракте ткани головного мозга, а также сыворотке крови крыс при однократной острой алкогольной
интоксикации. Установлено, что активность трипсиноподобных и цистеиновых протеиназ, а также их эндогенных
ингибиторов в ткани головного мозга крыс не изменяется при однократном внутрибрюшинном введении 25%
раствора этанола. В сыворотке крови общая протеолитическая активность, активность 
1
-протеиназного ингибитора
и 
2
-макроглобулина не претерпевает изменений. Активность эндогенных ингибиторов цистеиновых протеиназ
сыворотки крови возрастает на 87% через 90 минут после введения этилового спирта.
Ключевые слова: протеиназы, ингибиторы, острая алкогольная интоксикация, головной мозг.
Abstract. This study was undertaken to determine the activity of trypsinlike and cysteine proteinases and their
endogenous inhibitors in brain tissue extract and in blood serum of rats in acute alcohol intoxication. It was determined
that the activity of trypsinlike and cysteine proteinases and their endogenous inhibitors in brain tissue of rats in acute
alcohol intoxication was not changed. The results of our study indicated no changes of proteinase activity and activity of

1
-proteinase inhibitor and 
2
-macroglobulin in blood serum. The activity of endogenous inhibitors of cysteine proteinases
in blood serum was increased by 87% in 90 minutes after ethanol injection.
Острые отравления алкоголем представ-ляют собой «острую химическую трав-му», развивающуюся вследствие попа-
дания в организм токсической дозы этилового
спирта. Этанол и его метаболит ацетальдегид
обладают прямым мембранотоксическим дей-
ствием, интенсифицируют процессы перекис-
ного окисления липидов [1, 2], нарушают меха-
низмы переноса кальция в плазматической  мем-
бране и саркоплазматическом ретикулуме, нега-
тивно влияют на процесс транспорта кислоро-
да, активируют выброс катехоламинов [1], фор-
мируют синдром эндогенной интоксикации [3]
и содействуют развитию токсического пораже-
ния головного мозга и нарушению регуляции
систем жизнеобеспечения. При алкогольной
интоксикации изменяется также и уровень био-
логически активных пептидов [4]. Острая и хро-
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ническая алкогольная интоксикация сопровож-
дается нарушением функционирования ряда
нейротрансмиттерных систем: серотонинерги-
ческой, дофаминергической, а также систем воз-
буждающих и тормозных аминокислот-транс-
миттеров [5]. Этанол способен к инициирова-
нию апоптотической нейродегенерации [2, 6, 7].
При острой интоксикации этанолом происхо-
дит увеличение активности каспазы-3, актива-
цию которой связывают со способностью эта-
нола вызывать смерть нервных клеток головно-
го мозга [6, 8]. Этанол способствует увеличению
активности кальпаинов, кальций-зависимых
протеиназ [9], вовлеченных в расщепление бел-
ков цитоскелета [2, 10] и играющих важную роль
в алкогольном поражении клеток [11]. Доказа-
но, что активация кальпаина является характер-
ным признаком патологии естественных и экс-
периментально происходящих нейродегенера-
тивных состояний [12]. Воздействие этанола
вызывает в мозжечке и коре головного мозга
повышение активности циклин-зависимой ки-
назы-5 (Cdk5), которая участвует в расщеплении
NMDA-рецепторов и снижает проводимость
синапсов [13]. Однако состояние протеолиза в
ткани головного мозга при острой алкогольной
интоксикации изучено далеко не полностью.
Поэтому изучение активности протеолитичес-
ких ферментов и их эндогенных ингибиторов в
экстракте ткани головного мозга при острых от-
равлениях этанолом является актуальным.
Целью работы являлось определение ак-
тивности трипсиноподобных и цистеиновых
протеиназ и их эндогенных ингибиторов в эк-
страктах ткани головного мозга и сыворотке кро-
ви крыс при острой алкогольной интоксикации.
Методы
Для опытов использовали крыс-самцов
линии  Wistar массой тела 250 – 300 грамм. Жи-
вотные содержались в пластиковых клетках с
подстилкой из опилок лиственных пород дере-
вьев на нормированном полноценном рационе
в стандартных условиях вивария в соответствии
с действующими нормами содержания экспери-
ментальных животных, что обуславливало нор-
мальный биологический фон. Световой режим
был естественным. Для экспериментов отбира-
ли здоровых самцов с чистым и гладким шерст-
ным покровом, а также нормальной поведен-
ческой активностью.
Острую алкогольную интоксикацию вос-
производили путем однократного внутрибрю-
шинного введения экспериментальным живот-
ным 25% раствора этанола в дозе 2,5 г/кг массы
тела животного [14]. Животным контрольной
группы внутрибрюшинно вводили равный
объем физиологического раствора. Животных
выводили из эксперимента путем декапитации
через 30 и через 90 минут после инъекции. Уро-
вень этанола в крови экспериментальных жи-
вотных контролировали методом газовой хро-
матографии путем анализа равновесной паро-
газовой фазы на газовом хроматографе «Цвет
500М» с пламенно-ионизационным детектором
[15]. После декапитации крыс путём анатоми-
ческого препарирования быстро выделяли го-
ловной мозг, который помещали на стоящую во
льду чашку Петри. При заборе материала исполь-
зовали острые инструменты и старались не до-
пускать сдавливание материала. Большие полу-
шария головного мозга отмывали физиологичес-
ким раствором от крови, убирали остатки ра-
створа с помощью фильтровальной бумаги и го-
могенизировали с помощью стеклянного гомо-
генизатора. Условия получения гомогената и
экстракта ткани головного мозга (разбавление,
время, условия экстракции) отрабатывали экс-
периментально. Гомогенизацию ткани  прово-
дили в дистиллированной воде в соотношении
1:9, что способствовало более полному лизису
цитоплазматических и лизосомальных мембран.
Гомогенаты центрифугировали 30 минут при
3000 оборотах в минуту, осадок отбрасывали. Со-
держание белка в экстрактах определяли по ме-
тоду Лоури [16]. Активность протеиназ и их эн-
догенных ингибиторов в экстракте ткани голов-
ного мозга крыс определяли спектрофотометри-
чески по интенсивности гидролиза высокоста-
бильного в растворе низкомолекулярного спе-
цифического хромогенного субстрата N--бен-
зоил-D,L-аргинин-пара-нитроанилида (БАП-
НА), продуктом расщепления которого является
пара-нитроанилин (pNA), имеющий максимум
поглощения светового потока при спектрофото-
метрии при 383 – 410 нм. Определение актив-
ности трипсиноподобных протеиназ проводи-
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ли по методу Erlanger B. и др. [17]. При исследо-
вании активности ингибиторов трипсиноподоб-
ных протеиназ использовали метод, который был
предложен Хватовым Т.А. и Беловой В.Б. [18],
при изучении цистеиновых протеиназ и их эн-
догенных ингибиторов – метод Lenney J.F. [19].
Указанные методы были модифицированы нами
для исследования интенсивности протеолиза в
экстрактах ткани головного мозга [20]. Актив-
ность протеиназ была пропорциональна коли-
честву пара-нитроанилина (pNA), образующе-
гося в результате расщепления субстрата. Оцен-
ку активности эндогенных ингибиторов трип-
синоподобных протеиназ экстрактов головного
мозга и 
1
-протеиназного ингибитора сыворот-
ки крови осуществляли по сопоставлению сте-
пени гидролиза хромогенного субстрата БАП-
НА равными количествами трипсина, а актив-
ность ингибиторов цистеиновых протеиназ –
равными количествами папаина в пробах с до-
бавлением и при отсутствии исследуемого био-
логического материала. Для проведения всех
реакций, приготовления и хранения реактивов
использовали стеклянную посуду. Измерения оп-
тической плотности контрольных и опытных
проб осуществляли против дистиллированной
воды на спектрофотометре СФ-46. Для расчета
активности протеолитических ферментов и их
эндогенных ингибиторов была построена ка-
либровочная кривая в пределах от 0,01 до 0,1
мкм/мл пара-нитроанилина (рис. 1).
Статистическая обработка полученных
данных проводилась с использованием пакета
прикладных компьютерных программ. В соот-
ветствии с рекомендациями специальной лите-
ратуры [21] перед проведением расчетов была
проведена подготовка первичных данных к ана-
лизу и определен их тип – интервальные непре-
рывные количественные (числовые) данные, так
как они не являются безразмерными, измеряются
в абсолютных величинах, имеющих физический
смысл, и теоретически могут иметь дробную
часть [21]. Так как в малых выборках вероятность
нормального распределения крайне низка, для
анализа применяли наиболее мощные из непа-
раметрических статистических методов: метод
сравнения независимых групп Краскела-Уолли-
са (ANOVA по Краскелу-Уоллису) и тест Ман-
на–Уитни, применяя поправку Бонферрони при
оценке значения р [21].
Результаты и обсуждение
Концентрация этанола в крови экспери-
ментальных животных через 30 минут после
введения раствора этилового спирта соответ-
ствовала 1,940/
00
 (ДИ от 0,942 до 2,5780/
00
), че-
рез 90 минут – 1,000/
00
 (ДИ от 0,608 до 1,770/
00
).
Активность трипсиноподобных протеи-
наз в экстракте ткани головного мозга крыс, под-
вергшихся декапитации через 30 минут после
инъекции раствора этанола, составила 47,033
Рис. 1. Зависимость оптической плотности от концентрации пара-нитроанилана.
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нмоль/ч·мг белка, а через 90 минут – 46,564
нмоль/ч·мг белка. Полученные данные не име-
ют статистически значимых различий с конт-
рольной группой.
Активность эндогенных ингибиторов
трипсиноподобных протеиназ через 30 минут
после введения раствора этанола составила
0,289 нмоль/с·мг белка, а через 90 минут – 0,306
нмоль/с·мг белка, что значимо не отличалось от
контроля. Активность кислых лизосомальных
цистеиновых протеиназ через 30 минут после
внутрибрюшинного введения раствора этило-
вого спирта соответствовала 21,345 нмоль/ч·мг
белка, тогда как через 90 минут – 15,561 нмоль/
ч·мг белка. Различия активности цистеиновых
протеиназ по сравнению с контролем не были
статистически значимыми. Активность эндоген-
ных ингибиторов кислых лизосомальных цис-
теиновых протеиназ составила 3,50 нмоль/ч·мг
белка и 2,81 нмоль/ч·мг белка через 30 и 90 ми-
нут после инъекции соответственно. Получен-
ные данные также не отличались от контрольных
значений.
Общая протеолитическая активность сы-
воротки крови через 30 и 90 минут после инъ-
екции раствора этанола  составила 37,130 нмоль/
с·л и 25,580 нмоль/с·л, что значимо не отлича-
лась от контрольной группы. Активность 
1
-
протеиназного ингибитора сыворотки крови
через 30 минут после введения этанола соста-
вила 5,491 мкмоль/с·л, а спустя 90 минут – 5,466
мкмоль/с·л. Изменения активности 
1
-протеи-
назного ингибитора также не являлись статис-
тически значимыми по сравнению с контролем.
Активность 
2
-макроглобулина сыворотки кро-
ви в группах животных, которым вводили ра-
створ этанола, составила через 30 минут 0,529
мкмоль/с·л и через 90 минут – 0,562 мкмоль/с·л.
Полученные данные не имели статистически
значимых различий с контролем.
Активность эндогенных ингибиторов ци-
стеиновых протеиназ сыворотки крови через 30
минут после введения этанола достигала
3536,585 отн. ед., а спустя 90 минут увеличива-
лась до 3658,536 отн. ед. При этом не было вы-
явлено статистически значимых различий дан-
ного показателя с контрольной группой через 30
минут после инъекции раствора этанола, тогда
как через 90 минут происходило его увеличение
на 87% (рис. 2).
Таким образом, при однократной острой
алкогольной интоксикации в сыворотке крови
установлено увеличение активности эндоген-
ных ингибиторов цистеиновых протеиназ на
87% только через 90 минут, в то время как дру-
гие показатели в сыворотке крови и ткани го-
Таблица 1
Активность протеолитических ферментов и их эндогенных ингибиторов
в ткани головного мозга крыс
Показатель/Единицы 
измерения 
Контрольная 
группа 
Через 30 минут 
после введения 
раствора этанола 
Через 90 минут 
после введения 
раствора этанола 
Активность 
трипсиноподобных протеиназ, 
нмоль/ч·мг белка. 
46,960 
(27,122 – 135,788) 
47,033 
(18,053 – 118,393) 
46,564 
(23,023 – 75,979) 
Активность эндогенных 
ингибиторов 
трипсиноподобных протеиназ, 
нмоль/с·мг белка. 
0,295 
(0,205 – 0,505) 
0,289 
(0,244 – 0,368) 
0,306 
(0,192 – 0,524) 
Активность цистеиновых 
протеиназ, нмоль/ч·мг белка. 
23,300 
(11,501 – 35,690) 
21,345 
(12,685 – 27,291) 
15,561 
(8,480 – 26,416) 
Активность эндогенных 
ингибиторов кислых 
лизосомальных цистеиновых 
протеиназ, нмоль/ч·мг белка. 
5,500 
(3,790 – 6,410) 
3,500 
(2,770 – 4,880) 
2,810 
(1,930 – 4,360) 
 Примечание: данные представлены в виде медианы, (-95% – +95%) – доверительный интервал.
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Таблица 2
Активность протеолитических ферментов и их ингибиторов в сыворотке крови
Показатель/Единицы 
измерения 
Контрольная 
группа 
Через 30 минут 
после введения 
раствора этанола 
Через 90 минут после 
введения раствора 
этанола 
Общая протеолитическая 
активность сыворотки 
крови, нмоль/с·л. 
25,450 
(19,997 – 37,700) 
37,130 
(22,857 – 55,287) 
25,580 
(20,014 – 30,346) 
Активность б1-
протеиназного ингибитора 
сыворотки крови, 
мкмоль/с·л. 
5,428 
(5,180 – 5,572) 
5,491 
(5,338 – 5,571) 
5,466 
(5,309 – 5,561) 
Активность б2-
макроглобулина, 
мкмоль/с·л. 
0,511 
(0,471 – 0,546) 
0,529 
(0,485 – 0,566) 
0,562 
(0,528 – 0,619) 
Активность эндогенных 
ингибиторов цистеиновых 
протеиназ, отн. ед. 
1951,219 
(1055,637 – 
2372,546) 
3536,585 
(2211,205 – 
4482,561) 
3658,536* 
(2845,591 – 4069,042) 
 
ловного мозга не имели статистически значи-
мых по сравнению с контролем различий. Ве-
роятно, это может свидетельствовать о том, что
в головном мозге в срок до 90 минут после од-
нократного введения этанола не наступает ис-
Примечания: Данные представлены в виде медианы, (-95% – +95%) – доверительный интервал,
* – статистически значимые различия показателей по отношению к контролю.
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Рис. 2. Активность эндогенных ингибиторов цистеиновых протеиназ сыворотки крови
при однократной острой алкогольной интоксикации, отн. ед.
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активности эндогенных ингибиторов цистеино-
вых протеиназ в сыворотке крови, возможно,
является компенсаторным изменением в ответ
на воздействие этанола.
Заключение
1. При однократном внутрибрюшинном
введении 25 % раствора этанола в дозе 2,5 грамм
на килограмм массы тела животного в голов-
ном мозге не установлено статистических зна-
чимых различий активности трипсиноподоб-
ных и цистеиновых протеиназ, а также их эндо-
генных ингибиторов.
2. В сыворотке крови при острой алкоголь-
ной интоксикации через 90 минут после введе-
ния этанола отмечено повышение активности
эндогенных ингибиторов цистеиновых проте-
иназ на 87%, тогда как общая протеолитическая
активность, активность 
1
-протеиназного ин-
гибитора и 
2
-макроглобулина как через 30 ми-
нут, так и через 90 минут не имели статистичес-
ки значимых по сравнению с контролем разли-
чий.
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